随着蛋白酶体抑制剂和免疫调节剂的问世，多发性骨髓瘤（MM）患者的疗效明显改善，但仍有部分患者由于药物耐受性差或耐药而导致复发，当患者对蛋白酶体抑制剂和免疫调节剂耐药后其中位总生存期仅为9\~13个月[@b1]--[@b3]，因此亟需新的药物或方案来延长MM患者的生存期。重组变构人肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体（circularly permuted TNF-related apoptosis inducing ligand，CPT）是我国自主研发的新型抗肿瘤药物，其稳定性、溶解性、生物活性均强于野生型肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体（TRAIL）。在多项针对复发/难治性MM的Ⅱ期临床试验中均表现出较好的疗效[@b4]--[@b6]，目前已进入Ⅲ期临床试验。本研究中我们初步探讨CPT联合美法仑（Mel）对人MM细胞株RPMI8226细胞增殖的影响及其可能机制。

材料与方法 {#s1}
==========

1．细胞株与细胞培养：人MM细胞株RPMI8226细胞由北京沙东生物技术有限公司提供，用含10%胎牛血清的RPMI 1640培养液于37 °C、5%CO~2~、饱和湿度培养箱内培养，2\~3 d换液1次，取对数生长期的细胞用于后续实验。

2．试剂与仪器：RPMI8226培养液、胎牛血清、青霉素/链霉素双抗为美国Gibco公司产品；CCK-8试剂为日本同仁公司产品；Annexin Ⅴ-FITC/PI双染流式试剂购自南京凯基生物公司；TRIszol、PrimerScript RT Master试剂盒、SYBR Premix Ex Taq TM ^Ⅱ^为日本TaKaRa公司产品；PCR引物购自上海生工生物工程技术服务有限公司；CPT冻干粉由北京沙东生物技术有限公司馈赠；Mel为美国MCE公司产品；7300实时荧光定量PCR仪为美国ABI公司产品，FC500流式细胞仪为美国Beckman公司产品。

3．细胞增殖活性检测：取对数生长期的RPMI8226细胞，调整细胞密度为1.5×10^4^/ml，接种于96孔培养板中，分别加入7种不同终浓度的CPT（0.122、0.488、1.953、7.813、31.250、125.000、500.000 ng/ml）、7种不同终浓度Mel（6.674、8.899、11.865、15.820、21.094、28.125、37.500 µg/ml），培养24 h和48 h，培养结束前4 h加入10 µl CCK-8试剂，置于37 °C、5%的CO~2~培养箱中培养4 h，培养结束后上酶标仪检测吸光度值，绘制细胞生长曲线，计算细胞增殖抑制率。

4．计算联合用药指数（combination index，CI）：选择抑制率为50%时（IC~50~）的CPT与Mel的7个浓度梯度联合作用于RPMI8226细胞24 h，计算联合用药后的细胞增殖抑制率。选择IC~50~的Mel与CPT的7个浓度梯度联合作用于RPMI8226细胞24 h，计算联合用药后的细胞抑制率。用CompuSyn软件评价联合用药后细胞的抑制率与CI的关系[@b7]，判断药物间的相互作用：CI\<1，判定为两药具有协同作用；CI=1，判定为两药具有叠加作用；CI\>1，则两药具有拮抗作用。以上实验每组细胞重复3次。

5．细胞凋亡检测：根据CompuSyn软件计算结果取CI最小时的CPT浓度和Mel浓度进行细胞凋亡率检测。取对数生长期RPMI8226细胞，调整细胞密度为1×10^6^/ml，接种于24孔培养板中，设置空白组、CPT组、Mel组、CPT+Mel组，放置在37 °C、5%CO~2~的培养箱内培养0、2、4、6 h。培养完成后收集各组细胞，使用PBS离心洗涤后弃上清，并加入10 µl Annexin Ⅴ-FITC结合液和10 µl PI染色液混匀。室温下避光放置15 min，上流式细胞仪检测。每组实验重复3次。

6．RQ-PCR法检测各基因mRNA的表达荧光定量：取CI最小时的CPT浓度和Mel浓度进行细胞凋亡通路上的相关基因表达检测。取对数生长期RPMI8226细胞，调整细胞密度为1×10^6^/ml，接种于24孔培养板中，设置空白组、CPT组、Mel组、CPT+Mel组，放置在37 °C、5%CO~2~的培养箱内培养0、2、4、6 h。培养完成后应用TRIzol法提取总RNA，采用M-MLV（日本TaKaRa公司产品）逆转录酶获得cDNA。逆转录反应条件：95 °C预变性2 min，94 °C变性30 s，58 °C退火30 s，72 °C延伸30 s，循环35次，72 °C再延伸10 min。实时荧光定量PCR的反应体系：cDNA（10×稀释）2 µl，上游引物（20 µmol/L）0.8 µl，下游引物（20 µmol/L）0.8 µl，SYBR Premix Ex Taq TM^Ⅱ^10 µl，ddH~2~O 6 µl，ROXⅡ0.4 µl。反应条件：95 °C预变性10 min，95 °C变性15 s，60 °C退火60 s，循环35次，72 °C再延伸10 min，绘制熔解曲线，最终数据以2^−^ΔΔCT进行分析。

7．统计学处理：数据采用SPSS 23.0软件进行统计学分析，结果以均数±标准差表示，组间比较采用方差分析，*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．CPT和Mel单药及联合用药对RPMI8226细胞的增殖抑制作用：细胞增殖实验结果显示，CPT、Mel均以时间-剂量依赖方式抑制RPMI8226细胞的增殖（[表1](#t01){ref-type="table"}）。CPT单药处理RPMI8226细胞24 h的IC~50~为4.839 ng/ml。Mel单药处理RPMI8226细胞24 h的IC~50~为12.877 µg/ml。

###### CPT和美法仑（Mel）单药对RPMI8226细胞增殖的影响（%，*x*±*s*）

  组别               24 h         48 h       *P*值
  -------------- ------------ ------------ ---------
  CPT（ng/ml）                             
   0.122            0±4.84     5.20±3.23     0.024
   0.488          2.16±4.49    58.76±3.84   \<0.001
   1.953          26.03±3.69   70.19±3.10   \<0.001
   7.813          54.84±2.90   80.00±1.48   \<0.001
   31.250         76.44±2.24   88.70±3.79    0.004
   125.000        80.76±3.91   89.19±2.75    0.012
   500.000        81.48±1.25   90.56±2.91    0.002
  Mel（µg/ml）                             
   6.674          24.19±2.54   30.19±3.14    0.018
   8.899          27.41±2.24   40.62±1.54   \<0.001
   11.865         36.93±4.09   57.95±1.28    0.001
   15.820         64.51±3.27   75.40±2.52    0.006
   21.094         83.62±1.89   86.58±4.31    0.276
   28.125         87.36±3.85   88.94±3.61    0.704
   37.500         87.79±2.58   89.94±2.27    0.288

当Mel以IC~50~（12.877 µg/ml）与CPT的7个浓度联合处理RPMI8226细胞，联合用药组抑制率比CPT单药组抑制率明显增高，差异有统计学意义（*P*\<0.05）（[图1](#figure1){ref-type="fig"}）。

![不同浓度CPT联合12.877 µg/ml美法仑（Mel）对RPMI8226细胞增殖的影响（实验重复3次。与单药组比较，^a^*P*\<0.05）](cjh-40-05-432-g001){#figure1}

当CPT以IC~50~（4.839 ng/ml）与Mel的7个浓度联合处理RPMI8226细胞，联合用药组抑制率比Mel单药组抑制率明显增高，差异有统计学意义（*P*\<0.05）（[图2](#figure2){ref-type="fig"}）。

![不同浓度美法仑（Mel）联合4.839 ng/ml CPT对RPMI8226细胞增殖的影响（实验重复3次。与单药组比较，^a^*P*\<0.05）](cjh-40-05-432-g002){#figure2}

2．确定两药是否具有协同效应并确定最佳联合效应浓度：经CompuSyn软件分析CI，结果表明，两药在较低浓度联合使用时，协同效应更强，即使在低浓度下联合使用，其抑制率也均较单药处理组高（[表2](#t02){ref-type="table"}）。4.839 ng/ml的CPT联合6.674 µg/ml的Mel时CI值最小（CI=0.472），即为两药联合的最适浓度，抑制率也分别由单药处理时的50%和20%提高至65.95%。

###### 美法仑（Mel）联合CPT作用于RPMI8226细胞24 h时联合用药指数（CI）的比较

  CPT浓度（ng/ml）   联合12.877µg/ml Mel24 h CI   Mel浓度（µg/ml）   联合4.839ng/ml CPT24 h CI
  ------------------ ---------------------------- ------------------ ---------------------------
  0.122              0.573                        6.674              0.472
  0.488              0.913                        8.899              0.614
  1.953              0.720                        11.865             0.602
  7.813              0.547                        15.820             0.705
  31.250             0.733                        21.094             0.775
  125.000            1.767                        28.125             0.993
  500.000            5.661                        37.500             1.297

3．CPT联合Mel对RPMI8226细胞凋亡率的影响：选择最适浓度进行细胞凋亡率检测。结果显示，联合用药组凋亡率与单药组相比，6 h时凋亡率差异有统计学意义（*P*\<0.001）（[表3](#t03){ref-type="table"}）。

###### CPT联合美法仑（Mel）作用不同时间细胞凋亡率的比较（%，*x±*s**）

  组别          0h         2h         4h         6h        *P*值
  --------- ---------- ---------- ---------- ---------- ------------
  对照组     2.0±1.4    5.2±2.2    6.1±1.5    9.2±1.5    \<0.001^a^
  Mel        6.7±2.1    20.1±1.3   22.5±2.4   28.2±2.0   \<0.001^a^
  CPT        22.2±2.0   23.4±1.7   28.2±3.3   37.4±1.4   \<0.001^a^
  CPT+Mel    19.4±1.2   21.6±2.3   32.5±3.2   48.6±1.6  

注：*P*值为作用6 h条件下各组与CPT+Mel组比较。实验重复3次

4．CPT联合Mel对RPMI8226细胞凋亡通路上相关基因表达的影响：选最适浓度，利用RQ-PCR法检测单药处理后及两药联合处理后凋亡通路上相关基因的表达。结果表明，CPT可使细胞内DR4、DR5、Bax基因的表达增强，同时下调Mcl-1基因的表达；Mel可使细胞内TP53、DR5和Bim基因的表达增强，同时抑制Bcl-2和Mcl-1基因的表达。两药联合作用6 h后TP53、DR4、DR5、Bim和Bax基因的相对表达量与单药组相比显著增高，同时Bcl-2和Mcl-1基因的相对表达较单药组显著降低（[表4](#t04){ref-type="table"}）。

###### CPT联合美法仑（Mel）作用6 h后各基因相对表达量的比较（与对照组的比值）

  组别      TP53           DR5         Bax          DR4           Bim       Mcl-1      Bcl-2
  --------- ---------- ------------ ---------- -------------- ----------- ---------- ----------
  Mel       1.984^a^    72.105^a^    0.208^a^   1 804.220^a^   47.532^a^   0.762^a^   0.781^a^
  CPT       0.690^a^    132.712^a^   1.268^b^   8 492.549^b^   57.051^a^   0.579^a^   0.167^a^
  CPT+Mel   5.005        5135.23      2.050       9 155.29      114.554     0.008      0.016

注：与CPT+Mel组比较，^a^*P*\<0.001，^b^*P*\<0.05

讨论 {#s3}
====

Wiley等[@b8]于1995年首次报道并证实TRAIL/APO2L为肿瘤坏死因子超家族成员之一，通过对TRAIL功能的研究发现该配体可独立于P53诱导的凋亡途径而诱导多种肿瘤细胞的凋亡。

对于不适合自体造血干细胞移植的患者、老年患者的维持治疗以及自体造血干细胞移植患者大剂量清髓方案中Mel仍为不可替代的关键药物。BH3-only家族中两成员Bim和Bad因可以促进Bax、Bak等死亡效应分子的活化被认为是细胞凋亡通路中重要的启动因子；Mcl-1为Bcl-2家族中重要的抗凋亡分子，在正常状态下，Mcl-1与Bim呈结合状态，有研究表明，Mel作用于MM细胞可使细胞内Mcl-1/Bim复合体减少，使细胞内Bim蛋白表达增加，并下调Mcl-1的表达，从而诱导MM细胞凋亡[@b9]--[@b10]。TP53基因是目前发现的与人类肿瘤发病相关性最大的抑癌基因之一，在细胞应对各种应激中有着重要作用。当Mel作用于细胞后，细胞生长分化受阻，当大量细胞受损超过TP53修复功能负荷后便启动细胞凋亡机制。TP53表达的增加可以激活Bax、apaf-1、puma等促凋亡基因来激活内源性凋亡途径；对于外源性凋亡途径，TP53可以诱导DR5和Fas等基因的表达来促进细胞凋亡[@b11]--[@b12]。

本实验首次将CPT同Mel联合作用于RPMI8226细胞，并对两药联合的作用机制进行初步探讨。结果表明CPT和Mel均可抑制RPMI8226细胞增殖，并且两药在较低浓度联合作用时可产生协同效应，但在高浓度联合作用时则表现为拮抗效应，可能是由于两药在单药高浓度作用时均已经表现出很高的抑制率，因此两药联合使用后并未表现出明显的协同效应。后通过流式细胞术证实CPT联合Mel协同抑制细胞增殖的机制主要为诱导细胞凋亡。

最后，利用RQ-PCR法对凋亡通路上的相关基因进行检测，证实两药联合后可通过内源性凋亡通路和外源性凋亡通路协同促进细胞凋亡。经外源性凋亡通路协同促进细胞凋亡可能的机制为：RPMI8226细胞经CPT处理后，因CPT可与DR4/5结合，故可使DR4/5基因表达增加，二者结合后可通过活化与外源性凋亡通路相关的FADD-caspase8途径诱导细胞凋亡；RPMI8226细胞经Mel处理后TP53基因表达增加，TP53激活后也可促进DR5的表达，结果与文献报道一致[@b12]。经内源性凋亡通路协同促进细胞凋亡可能的机制为：CPT与DR4/5结合后可活化胞膜内caspase-8，后者可活化Bid成tBid，tBid可促使Bax、Bim基因表达增加，并转位至线粒体膜后使线粒体膜通透性增加，进而激活caspase-9引起细胞凋亡；CPT还可因抑制抗凋亡家族成员Mcl-1、Bcl-2的表达而促进细胞的凋亡；RPMI8226细胞经Mel处理后，细胞内Mcl-1/Bim复合体减少，从而使促凋亡基因Bim表达增加，抗凋亡基因Mcl-1表达下调，结果与文献报道一致[@b9]。

综上所述，本研究为CPT联合Mel应用于MM患者的治疗提供新的理论依据，但仍需动物实验及长期的临床试验来验证其疗效。
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